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Resumo

A Allophylus edulis é uma planta nativa brasileira utilizada por populares e ervateiros da
regido de Dourados nas bebidas como o chimarréo e o tereré para diversos fins medicinais,
entretanto, até 0 momento sdo poucos 0s estudos com esta espécie a toxicidade aguda
ainda ndo foi avaliada. Assim, este trabalho buscou avaliar a atividade antioxidante e
antimicrobiana, e investigar a toxicidade aguda dos extratos desta planta. Folhas de
Allophylus edulis foram utilizadas para preparar os extratos etanolico com etanol 80%
(EEAE) e aquoso com &gua destilada (EAAE). Foram realizadas anélises fitoquimicas dos
extratos para quantificar os polifendis e flavonoides totais e avaliar a presenca de
saponinas. A atividade antioxidante do EEAE e EAAE foi avaliada por ensaio de captura
do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), o EEAE foi testado no ensaio da
inibicdo da peroxidagdo lipidica pela quantificacdo do malondialdeido (MDA) e ensaio da
inibicdo de hemolise oxidativa em eritrécitos humanos induzida pelo 2,2 -azobis (2-
amidinopropano) (AAPH). O perfil antimicrobiano de ambos os extratos foi avaliado
frente as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli e o fungo Candida albicans
através das técnicas de difusdo em Agar e da determinacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM) e bactericida minima (CBM). No teste de toxicidade aguda foram
utilizadas 12 ratas Wistar pesando em média 226,7 g cada uma. Administrou-se por via
oral doses de 2000 e 5000 mg/kg do EEAE. Os resultados obtidos mostraram que o teor de
polifendis e flavonoides totais foram maiores no EEAE do que no EAAE (polifendis= 337
+ 12 e 205 £ 4 mg de &cido galico/100 g de extrato seco; flavonoides =53 + 7 e 34 + 4 mg
de quercetina / 100 g de extrato seco, respectivamente). Ndo foi detectada a presenca de
saponinas nos extratos. O EEAE apresentou maior atividade de sequestro do radical DPPH
que o EAAE (ICso de 17,8 e 45,8 pg/mL, respectivamente). Considerando os melhores
resultados do EEAE, seguiu-se 0s experimentos com este extrato. O EEAE preveniu a
peroxidacao lipidica dos eritrdcitos no periodo avaliado, apresentou niveis de MDA quatro
vezes menor que o controle e foi capaz de inibir a hemolise até os 120 min de ensaio, em
todas as concentracOes avaliadas. S. aureus foi sensivel a ambos os extratos resultando em
halos de inibicdo de 20,3+ 0,3 e 17,3 = 1,2 mm para 0 EEAE e EAAE, respectivamente. O
EEAE apresentou CIM e CBM de 150 mg/ml e 0 EAAE apresentou apenas CIM de 150
mg/ml. Nenhum extrato foi efetivo contra a E. coli e C. albicans. O EEAE néo causou

nenhuma morte nas doses testadas. Em suma, os resultados demonstraram a atividade

iX



antimicrobiana e antioxidante dos extratos das folhas da A. edulis com indicagdo de néo

serem téxicos.



Abstract

Allophylus edulis is a native plant of Brazil known as “cocum”, “vacum” and “pigeon
fruit”. It is popularly used in drinks leisure as “chimarrdo” and ‘“tereré” for various
diseases. The number of scientific papers that prove their therapeutic action is still scarce,
and never been evaluated the toxicity. Thus, this study aimed to evaluate the antioxidant
and antimicrobial activity and to estimate acute toxicity of the extracts of this plant. Two
extracts was prepared from leaves of A. edulis: ethanol extract with 80% ethanol (EEAE)
and aqueous extract with distilled water (EAAE). Quantify total polyphenols and
flavonoids and evaluate the presence of saponins. The antioxidant activity was evaluated
EEAE and EAAE capture assay for free radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), the
EEAE was tested in the assay of inhibition of lipid peroxidation by quantification of
malondialdehyde (MDA) and the test oxidative inhibition of hemolysis in human
erythrocytes induced by 2,2 '-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH). The
antimicrobial profile was evaluated on the bacteria Staphylococcus aureus and Escherichia
coli and the fungus Candida albicans through the techniques of diffusion in agar,
determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
(MBC). Twelve female Wistar were used weighing approximately 226,7 grams in the acute
toxicity. Doses of the 2000 and 5000 mg / kg of EEAE were administered. The results
showed that the content of polifendis and flavonoid content was higher than in the EEAE
and EAAE (polifendis = 337 + 12 and 205 + 4 mg of galico/100 g dry extract; flavonoids =
53 + 7:34 £ 4 mg of quercetin / 100 g of dry extract, respectively). Was not detected the
presence of saponins in the extracts. The EEAE higher activity of DPPH kidnapping the
EAAE: (IC50 of 17.8 mg / mL and 45.8 mg / mL, respectively). Considering the best
results EEAE, followed experiments with this extract. The EEAE prevented lipid
peroxidation of erythrocytes in the study period, showed levels of MDA four times lower
than the control and was able to inhibit hemolysis until 120 min test, at all concentrations
tested. S. aureus was sensitive to both extracts resulting in inhibition zones of 20.3 £ 0.3
mm and 17.3 + 1.2 mm for EEAE and EAAE, respectively. The EEAE showed MIC and
MBC of 150 mg / ml and showed only EAAE MIC of 150 mg / ml. No extract was
effective against E. coli and C. albicans. The EEAE caused no death at the doses tested. In
summary, the results demonstrated the antimicrobial and antioxidant activities of the

extracts from the leaves of A. edulis indicating that they are not toxic.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais para fins terapéuticos em diversas patologias
que acometem o homem ocorre ha milhares de anos. Os relatos desta utilizacdo sdo tdo
antigos quanto a propria humanidade. Em geral, o uso das plantas medicinais é baseado no
conhecimento popular, o qual é desenvolvido por grupos culturais que convivem
intimamente com a natureza, observando-a de perto no seu dia a dia e explorando suas
potencialidades através da experimentacao sistematica e constante ( Simdes et al., 2004).

Historicamente, este conhecimento serve de subsidio para estudos cientificos
destas plantas que através de diversas ferramentas biotecnoldgicas sdo investigadas para a
identificacdo, isolamento e reproducdo de substancias Uteis. Exemplos destas substancias
podem ser verificados no Anexo 1 (McClatchey et al., 2009).

Com o advento da quimica organica, porém, ficou reduzido o interesse pelas
plantas medicinais como fonte de matéria prima para a bioprospec¢do de novos farmacos e
passou-se a preferir sustancias sintéticas com compostos quimicos isolados e mecanismos
de acdo elucidados. Isto ocorreu principalmente pela facilidade de identificacdo, obtencdo
e alteracdo das estruturas quimicas sintéticas (Rates, 2001).

Entretanto, devido aos efeitos colaterais pronunciados destas drogas sintéticas, ha
persisténcia de algumas patologias antigas, como as doencas cardiacas, o diabetes, as
infeccdes, o cancer, dentre tantas outras, e as consequéncias fisiologicas que estas doencas
trazem ao individuo, percebeu-se que as fontes naturais de compostos quimicos Uteis na
farmacologia séo extremamente importantes. Esta importancia ocorre principalmente pelo
fato das substancias quimicas isoladas a partir produtos naturais apresentarem estruturas
quimicas privilegiadas, selecionadas por mecanismos evolutivos de milhdes de anos e que
podem ser menos toxicas ao homem especialmente quando ja sdo utilizadas empiricamente
pelas populagdes (Calixto, 2005).

Atualmente em alguns paises da Asia e Africa, 80 % das suas populacdes ainda
utilizam exclusivamente plantas medicinais para a terapia de suas doengas primarias. Em
alguns paises desenvolvidos 70-80 % das pessoas fazem uso de algum tipo de medicina
alternativa ou complementar além do uso de medicamentos convencionais (WHO, 2008).
Dentre todas as substancias prescritas ao redor do mundo 25-30 % sdo derivadas de

produtos naturais (plantas medicinais, microrganismos e animais) e 50 % das drogas



sintéticas tiveram os seus protdtipos originados de ativos isolados de plantas. Das 252
drogas consideradas bésicas e essenciais pela Organizacdo Mundial de Saude 11 % delas
tém sua origem exclusiva nas plantas medicinais (Rates, 2001).

Nas Gltimas décadas o Brasil vem se destacando em numero de publicacbes
cientificas neste assunto (Calixto, 2005), mesmo assim inumeras espécies nativas da flora
brasileira necessitam ser investigadas (Simdes et al., 2004). Estudos cientificos destas
espécies sdo necessarios para validar o seu uso popular, comprovar sua eficacia
terapéutica, verificar possiveis efeitos toxicos e possibilitar a identificacdo e isolamento de
novas substancias com potencial farmacoldgico. Adicionalmente, estes estudos podem
contribuir para a conservacdo destas espécies, bem como para a conservacdo dos

ecossistemas nos quais elas estao inseridas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

Estima-se que a quantidade de plantas existentes no planeta seja em torno de 250-
500 mil espécies. Juntos os paises latino-americanos possuem grande parte desta
biodiversidade. S0 o Brasil possui de 20-22% de todos os microrganismos e plantas
existentes. No entanto, estima-se que mais de 25 mil espécies de plantas brasileiras ainda
ndo tenham sido objeto de investigacdo cientifica, menos que 5% destas plantas tenham
sido estudadas fitoquimicamente e uma quantidade ainda menor avaliada sob os aspectos
bioldgicos (Calixto, 2005; Cunha, 2005; Simdes et al., 2004).

Apesar disto, a populacdo brasileira faz uso empirico de muitas plantas
medicinais, mesmo antes dessas espécies serem avaliadas biologicamente. Muitas dessas
espécies sao exdticas, geralmente de origem mediterranea, como por exemplo, a melissa
(Melissa officinalis L.), o funcho (Foeniculum vulgare Mill), a arruda (Ruta graveolens L.)
e a camomila (Chamomilla recutita L) (Simdes et al., 2004). Por outro lado, varias
espécies nativas também tém sido empregadas pela populacdo brasileira, cujo
conhecimento sobre as mesmas foi desenvolvido pelas comunidades indigenas e caboclas
do pais como a carqueja (Baccharis), a pata de vaca (Bauhinia) e a espinheira - santa
(Maytenus)(Petrovick et al., 1999; Simdes et al., 2004).

Obter informagbes junto a populacdo constitui estratégia importante para a
investigacdo das plantas medicinais. Dados da literatura revelam que a probabilidade de
encontrar atividade biol6gica em plantas medicinais através dos dados etnofarmacolégicos
¢ muito maior do que quando as plantas sdo escolhidas ao acaso (Rates, 2001). Das
substancias puras isoladas a partir de plantas medicinais pela industria quimica
farmacéutica, cerca de 80 % foram a partir das recomendac6es do uso popular (Calixto,
2005)

Reconhece-se desta forma o valor do conhecimento empirico como subsidio para a
geracdo de conhecimento cientifico. Este conhecimento possibilita o desenvolvimento de
novos estudos com plantas medicinais, especialmente das espécies nativas, sendo possivel
evidenciar propriedades terapéuticas e a descoberta de substancias promissoras que podem

ser usadas para a producao de farmacos Uteis na assisténcia a sadde.



A Allophylus edulis € uma planta medicinal que faz parte da flora nativa
brasileira, utilizada empiricamente nas bebidas como o chimarrdo e o tereré para diversos
fins medicinais por populares e ervateiros da regido de Dourados, contudo ainda ndo foram

avaliadas cientificamente as propriedades biologicas e toxicoldgicas das suas folhas.

2.2 Allophylus edulis (A. St.-Hil., A. Juss. Cambess&.) Hieron. ex. Niederl
2.2.1 Caracteristicas e distribuicéo geografica da familia e género

A familia Sapindaceae é representada por arbustos, arvores, lianas lenhosas ou
herbaceas. As suas espécies possuem folhas alternas, opostas, geralmente compostas e
raramente simples. O fruto é do tipo cédpsula, baga, drupa ou sdmara. As sementes sdo
globosas, comprimidas, com ou sem arilo. Esta familia distribui-se pela América do Norte,
América Central, América do Sul, Africa e Asia (Fig. 1), compreende cerca de 140 géneros
e 1600 espécies.

O género Allophylus L. é um dos maiores da familia. Esta representado por cerca de
255 espécies. Destas 12 estdo presentes na América Central e 37 na América do Sul. No
Brasil foram identificados 24 géneros e cerca de 40 espécies de Allophylus (Souza e
Lorenzi, 2005).

Fonte: www.tropicos.org

Figura 1: Distribuigdo da familia Sapindaceae no mundo.


http://www.tropicos.org/

2.2.2 Descricéo botanica

A espécie Allophylus edulis (A. edulis) possui sinonimia boténica Allophylus
edulis (A.ST.-HIL., Cambess. & A. Juss.) RADLK e Schmidelia edulis (A. St.-Hil.A. Juss.
&Cambess) (MBG, 2012). E uma arvore de porte médio podendo chegar a 7 m de altura,
suas folhas sdo alternadas, pecioladas e trifolioladas. Seus frutos sdo pequenos, vermelhos
e adocicados (Longhi, 1995; Lorenzi, 1992).

E uma planta nativa brasileira, nio endémica, conhecida popularmente pelo nome
de “chal-chal”, “fruto-do-pombo”, “vacunzeiro” e “murta vermelha” (Lorenzi, 1992). No
sudeste ¢ chamada de “fruta-de-parad¢” e no sul é chamada de “vacum” (Somner et al,
2010). Na regido de Dourados, MS e na fronteira com o0 Paraguai é chamada de “cocum”
(Alves et al., 2008)(Figura 2).

e
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Fonte: www.tropicos.gov.br

Figura 2: Imagem dos frutos e das folhas de Allophylus edulis

2.2.3 Distribuicéo geogréfica da espécie

Esta espécie encontra-se na América do Sul em paises como a Colémbia, Peru,
Bolivia, Paraguai, Uruguai, Argentina e Brasil. No Brasil (Fig. 3) distribui-se nos estados
do Ceard, Bahia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Alves et al., 2008; GBIF, 2012).



Fonte: www.gbif.org

Figura 3: Distribuicdo de Allophylus edulis na América do Sul

2.2.4 Aspectos econdmicos, farmacolégicos e quimicos

A A. edulis é importante economicamente podendo ser utilizada como madeira na
marcenaria e na arborizagio de cidades (Abreu et al., 2005; Seneme et al., 2006). E uma
planta que tem pouca exigéncia quanto as caracteristicas de solo, produz grande quantidade
de frutos comestiveis apreciados por animais silvestres que se encarregam na dispersao de
suas sementes (Lorenzi, 1992).

Os frutos maduros sdo adocicados, comestiveis e usa-se popularmente para
confeccionar uma bebida fermentada conhecida por “chicha” (Abreu, 2005). Estudos ja
demonstraram a atividade antioxidante, anticolinesterasica e citotdxica dos frutos (Umeo et
al., 2011). Suas folhas sdo usadas popularmente como antidiarréico (Alves et al., 2008),
anti-inflamatorio e anti-hipertensivo (Korbes, 1995). Ervateiros e populares da regido da
Dourados e da regido de fronteira com o Paraguai utilizam as folhas secas e trituradas nas
bebidas tipicas regionais como o chimarrdo e o tereré para diversos fins, tais como:

digestivo, emagrecedor e antitlcera (Alves et al., 2008). A literatura também descreva a


http://www.gbif.org/

atividade genotdxica (Yajia et al., 1999) e a capacidade repelente contra insetos de A.
edulis (Castillo et al., 2009).

Quanto a composicdo quimica de A. edulis ja foi identificado a presenca de
compostos fenolicos tais como os alcaloides, flavonoides (antraquinonas e naftoquinonas)
e Oleos essenciais (esteroides e triterpenoides) (Bandoni et al., 1972; Yajia et al., 1999).
Diaz et al. (2008) isolaram do extrato etandlico das folhas o composto quimico L-
quebrachitol e sugeriram sua relacdo com a atividade antidiabética relatada pela populacéo.
Estudos biologicos realizados com L-quebrachitol provindo de outras espécies
demonstraram atividade citoprotetora, antioxidante (Nobre Junior et al., 2006) e
gastroprotetora (Olinda et al., 2008).

Outras espécies de Allophylus ja foram investigadas cientificamente quanto a
algumas atividades bioldgicas, tais como Allophylus serratus: antiulcerogénica (Dharmani
et al.,, 2005) e antiosteoporética (Kumar et al., 2010); Allophylus cobbe: atividade
nematicida e inseticida (Jayasinghe et al., 2003) e Allophylus rubifolius: atividade
antioxidante (Marwah et al, 2007).

Apesar de a Allophylus edulis ser utilizada popularmente, haver a descri¢do prévia
de constituintes quimicos importantes e ter a indicacdo de atividades bioldgicas, estudos
cientificos desta especie sdo escassos. As atividades antimicrobiana e antioxidante de suas
folhas e a toxicidade aguda em animais até entdo ndo haviam sido investigadas.

2.3 Atividade antioxidante

Diversas patologias humanas sdo desencadeadas pelo estresse oxidativo que
ocorre a partir do desequilibrio entre a producdo de agentes oxidantes, como os radicais
livres (RL) e as espécies reativas (ERs) de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN), e o sistema
antioxidante de defesa do organismo. Apesar da fisiopatologia do estresse oxidativo ndo
estar bem estabelecida varias situagdes como envelhecimento, doencas infecciosas e
inflamatdrias, uso de substancias quimicas como cigarro e alcool e radiacdes solares
podem aumentar a sua producdo no organismo, e o dano resultante tem sido implicado em
patologias como a resisténcia a insulina, diabetes, obesidade, formacdo de tumores dentre
outras (Braun, 2009; Giacaglia et al., 2010).



Uma melhor compreensdo dos mecanismos responsaveis pela geragdo e
reatividade dos RL e ERs pode desvendar novas estratégias de intervencdo, acarretando

reducdo dos danos associados.

2.3.1 Radicais livres, espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio

Os radicais livres (RL) sdo definidos como qualquer atomo ou molécula
energeticamente instdvel que possuem elétrons desemparelhados em sua Orbita. Essas
substancias tendem em captar elétrons de outros pares de elétrons. Quando um RL reage
com um composto ndo radical, outro RL pode ser formado, assim, a presenca de um unico
radical pode iniciar uma sequencia de reacGes em cadeia de transferéncia de elétrons e

formacgéo de novos radicais (Figura 4) (Halliwell, 1992; Maxwell and Lip, 1997).

Elétron

d lhad
m esempareihado Oxidado reduzido

® e ®
Transferéncig
de elétron +

Espécie Radical livre Novo radical formado
nao- radical

Figura 4: Reacdo de um radical com uma espécie ndo radical. Adaptado de Maxwell e Lip
(1997).

Os eventos subsequentes da formacdo de RL oriundos de elementos ndo radicais
dependerdo da reatividade do novo radical formado. Se este radical for altamente reativo
novas moléculas alvo serdo atacadas e ocorrera a formagdo de novos radicais e a
propagacdo de uma reacdo em cadeia, se 0 alvo for uma espécie antioxidante o radical
resultante terd baixa reatividade e a cadeia de propagacdo de radicais serd quebrada
(Maxwell and Lip, 1997).

Os RL séo oriundos de muitos elementos, mas nos sistemas bioldgicos, os RL que
tem maior importancia sdo os provindos do oxigénio (espécies reativas de oxigénio- ERO)

e do nitrogénio (espécies reativas do nitrogénio- ERN)(Burton and Jauniaux, 2011).



O termo ERs ¢ aplicado para espécies reativas oriundas do oxigénio (O2) e do
nitrogénio (N). Em condicGes fisiologicas do metabolismo celular aerébio o O sofre
reducdo tetravalente com aceitacdo de quatro elétrons formando a molécula de 4gua (H20),
porém o oxigénio tem uma tendéncia a receber um elétron de cada vez formando produtos
intermediérios altamente reativos como o anion superdxido (O27), o peroxido de hidrogénio

(H202) e o radical hidroxila (OH") conforme ilustrado na figura 5 (Halliwell, 1992).

= e 2H" e H' e H
O#, O;LL, H.0, &L, OH'LL_. 2 H,0

oxigenio radical peroxido de radical agua
superdxido hidrogénio hidroxila

Figura 5: Reducdo tetravalente do oxigénio molecular (O2) no processo de respiragao
celular na mitocdndria até a formacdo de agua. Adaptacdo de Petronillho (2004).

Outras substancias sdo capazes de produzir as ERO além do O, porém em menor
quantidade. Como exemplo pode-se citar os ions ferro (Fe?") e cobre (Cu?*) que também
geram o radical hidroxil (OH") (Burton and Jauniaux, 2011; Maxwell and Lip, 1997).

O complexo fosfato de dinucleotideo de nicotinamida adenina (NADPH) oxidase
também € capaz de gerar ERO. Células fagociticas como macrofagos e neutréfilos
requerem esse complexo enzimatico associado a membrana/fagossoma para gerar Oz e
H20. que subsequentemente sdo usados para danificar e matar organismos patogénicos
(Bae et al., 1997; Giacaglia et al., 2010).

Outra importante fonte de radicais livres no organismo humano €é o nitrogénio(N),
através do qual séo geradas as espécies reativas de nitrogénio (ERN), representado pelo
oxido nitrico (NO"), dioxido de nitrogénio (NO2), peroxidonitrito (ONOO’) e as
nitrosaminas (HNOz) (Agarwal et al., 2012; Burton and Jauniaux, 2011).

Ainda outras fontes sdo capazes de gerar as ER como a hipdxia nos tecidos, a

autoxidacdo de moléculas como a glicose, as proteinas e os lipideos e fontes exdgenas



10

como o cigarro, a poluicdo e as radiacgoes solares (Blokhina et al., 2003; Maxwell and Lip,
1997).

E essencial o equilibrio entre a producdo de ER e a sua eliminagdo pelo
organismo, porém quando ocorre um desequilibrio significativo entre a producéo das ER e
a capacidade das defesas antioxidantes em elimina-las ocorre estresse oxidativo (Burton
and Jauniaux, 2011).

2.3.2 Estresse oxidativo, peroxidacéo lipidica e morte celular

O estresse oxidativo pode levar a um dano celular através de alteracdes do DNA
celular, bem como a oxidacdo de proteinas e lipideos de membrana. A peroxidacéo lipidica
(lipoperoxidagdo) é um processo continuo, os acidos graxos poli-insaturados das
membranas celulares sdo muito suscetiveis a peroxidacdo podendo levar a alteracdes na
estrutura e na permeabilidade da mesma (Blokhina et al., 2003; Maxwell and Lip, 1997). A
decomposicdo de hidroperéxidos da membrana leva a formacéo de aldeidos toxicos como
0 MDA que estdo envolvidos em diversos processos patoldgicos associados ao estresse
oxidativo em células e tecidos. O MDA esta implicado na inducdo da proliferacéo,
apoptose e ativacdo de vias de sinalizacdo celular (Bochkov et al., 2010).

Segundo Halliwel (1992) a morte celular ocasionada pelo estresse oxidativo
ocorre devido a fatores como: alteracdo da permeabilidade seletiva da membrana celular;
mutacdes génicas; oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) acelerando o
depdsito de colesterol na parede das artérias; acumulo de residuo quimico proveniente da
peroxidacdo lipidica como o0 MDA, dano aos componentes da matriz extracelular como o
colageno e elastina e por fim uma desorganizagdo do equilibrio celular.

Ainda outros fatores podem contribuir para 0 aumento do estresse oxidativo
celular como, por exemplo, no exercicio fisico aumentado onde ocorrem situacdes de
metabolismo intenso e atividade mitocondrial elevada, contribuindo para a morte celular
(Fig. 6) (Agarwal et al., 2012; Braun, 2009).
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Estresse
Demanda aumentada Estimulos nocivos

[/
ncapaCidadede
Adaptg, - o€
Lesdo celular Alteracdes
reversivel subcelulares
. - — = Pontode .
irreversibilidade

Morte celular Apoptose

Figura 6: Resposta celular ao estresse. Adaptado de Braun (2009).

2.3.3 Mecanismos de defesa antioxidante: enzimaticos e ndo enzimaticos

A manutencdo do equilibrio entre a produgdo das ER e a sua eliminagdo ocorre
devido a uma série de enzimas fisioldgicas responsaveis pela sua degradacdo. As enzimas
responsaveis pela inativacdo da ERO séo a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT)
e a glutationapexoxidase (GPX)(Fig. 7) (Aitken and Roman, 2008).

Xantinaoxidase

D{P)H Caminho de transports mitocondrizl de elétrons
w NADPH oxidade

0,

H* | Superdxido dismutase (500)

L 4

Catalase [CAT) H202 Glutationa peroxidade (GPX)

Hzo*""”\/’\f\‘*ﬂ H,0

2GSH GSSG

Glutationa redutase

Figura 7: Enzimas antioxidantes intrinsecas. Adaptado de Aitken e Roman (2008).
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Além do sistema antioxidante enzimatico enddgeno existem varias outras
moléculas antioxidantes. Como exemplo de moléculas sintéticas e de moléculas provindas
da alimentacdo que apresentam a capacidade de eliminar as ER, podemos citar o zinco, 0
selénio, o acido ascorbico (vitamina C), o tocoferol (vitamina E), o betacaroteno e caroteno
e a glutationa (Agarwal et al., 2012; Blokhina et al., 2003).

A vitamina C, é caracterizada como uma vitamina essencial ao organismo
humano, pois ndo somos capazes de sintetiza-la, sendo necessaria sua ingestao através da
dieta. Conhece-se sua capacidade redox, sendo capaz de reduzir e neutralizar as ER
(Halliwell, 1992).

E crescente a preocupagdo com patologias ligadas ao estresse oxidativo, motivo
pelo qual vem sendo desenvolvidos estudos a fim de proporcionar entendimento e avangos
no assunto. Além dos estudos com antioxidantes classicos € crescente o interesse por
investigacbes de outras fontes de antioxidantes, principalmente daqueles provindo de
fontes naturais presentes em plantas medicinais. Estas plantas apresentam uma diversidade
de compostos quimicos que possuem efeitos antioxidantes protetores, tais como:
compostos fenolicos (taninos, flavonoides), os terpenos, os alcaloides dentre outros que

estdo presentes em abundancia nas mesmas (Blokhina et al., 2003).

2.4 Doengcas infecciosas

Diversas patologias sdo provocadas por microrganismos, que apesar de muitas
vezes participarem da microbiota do corpo humano, podem provocar sérias patologias. As
doencas infecciosas sdo ainda uma grande preocupacdo, principalmente em paises
subdesenvolvidos. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude 58 % das mortes de crian¢as
abaixo de cinco anos de vida que ocorreram em 2010 foram devido a doencas infecciosas
(WHO, 2011). Mesmo com o advento de novos antibidticos e vacinas, as doencas
infecciosas continuam a ser um desafio aos profissionais de satde. Nos periodos de 2000 a
2007 as internacOes hospitalares nas regides norte e nordeste do Brasil por este tipo de
doenca representaram 15 % do total das internacdes (MS, 2008).

Diversos fatores contribuem para as altas taxas das doencas causadas pelos
microrganismos, séo eles: uso abusivo de antimicrobianos, globalizagdo e disseminagéo
rapida de patogenos, condi¢des de vida ruins, paciente imunodeprimidos e ambientes com

aglomerac0es de pessoas (Braun, 2009; Koneman et al., 2001).
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Uma definicho ampla de infeccdo inclui necessariamente a presenca e a
multiplicacdo de microrganismos, tais como bactérias, fungos, protozoarios e virus em um

hospedeiro vivo (Koneman et al., 2001).

2.4.1 InfeccOes bacterianas

As bactérias sdo formadas por varias estruturas, porém a membrana plasmatica e a
parede celular sdo estruturas essenciais a estes microrganismos. A parede celular € uma
estrutura externa a membrana, estd presente na maioria das bactérias, e € uma estrutura
rigida e extremamente resistente (Braun, 2009; Chambers, 2001).

As diferencas de permeabilidade da parede celular diferenciam as bactérias
guanto a sua coloracdo e quanto a sua resisténcia aos agentes antimicrobianos. As bactérias
gram-positivas que se coram de azul pelo corante de Gram, apresentam uma parede celular
espessa, enquanto que as gram-negativas que se coram de vermelho pelo mesmo corante,
apresentam uma parede celular mais fina, porém em dupla camada. Quanto a viruléncia, as
bactérias gram-negativas apresentam a endotoxina, o lipopolissacarideo, mais virulento e
patogénico que a exotoxina, ac. lipotecdico, das gram-positivas. A Sthaphylococus aureos
e a Escherichia coli, gram positiva e gram negativa respectivamente, sdao exemplos de
bactérias que causam preocupacdo ao homem (Koneman et al., 2001, Neu and Gootz,
1996).

As bactérias da espécie Sthaphylococus aureos fazem parte da microbiota da pele
e das mucosas humana, sendo os agentes mais comuns de infecgdes piogénicas como
foliculite e furinculos, entre outros (Braun, 2009). Além das infecgdes piogénicas, podem
causar intoxicacdes alimentares e tem se destacado nas infec¢Oes hospitalares devido a sua
alta versatilidade em adquirir resisténcia aos antimicrobianos (Chambers, 2001).

A Escherichia coli é a espécie mais isolada nos laboratorios clinicos e associada a
diversas patologias do trato urinario feminino. Por ser um bacilo comum da microbiota
humana causa cerca de 80 a 85% das cistites e pielonefrites femininas (Horvath et al.,
2012).
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2.4.2 InfecgBes fungicas

Os fungos apresentam uma estrutura celular mais complexa que as bactérias, sua
parede celular é mais rigida, e apresentam muitas vezes caracteristicas semelhantes a dos
hospedeiros, 0 que os tornam mais resistentes e de dificil tratamento farmacoldgico com
terapéuticas mais toxicas ao hospedeiro. Os fungos patogénicos que causam infecgdes em
humanos possuem caracteristicas que permitem uma classificacdo em quatro grupos de
acordo com os tecidos primarios que colonizam: agentes fangicos que causam infeccBes
superficiais, infecgfes cutaneas, subcutaneas e sistémicas (Braun, 2009).

A Candida albicans é uma das espécies mais prevalentes das infec¢bes fungicas,
podendo ser fatal em pacientes imunocomprometidos. As candidiases sdo frequentemente
relacionadas como causa de infec¢@es micéticas agudas, subagudas e crénicas, podendo ser
localizadas na pele, cavidade oral, unhas, mucosas, 6rgdos internos e eventualmente
causando septicemia, endocardite e meningite (Braun, 2009; Ribeiro et al., 2004).

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos, principalmente aqueles oriundos de
produtos naturais, bem como moléculas naturais que apresentem a capacidade de inibir o
crescimento ou matar esses microrganismos € necessaria. As moléculas naturais
apresentam estruturas quimicas complexas importantes para as interacdes especificas na
inibicdo dos microrganismos e poderdo apresentar menores efeitos colaterais do que as

drogas sintéticas existentes na terapéutica atual.

2.5 Toxicidade aguda

A opinido internacional e as agéncias reguladoras de produtos farmacéuticos
preconizam a necessidade de testes toxicolOgicos satisfatorios antes de se administrar
qualquer substancia em humanos. Estudos toxicoldgicos em modelos animais adequados
sdo comumente utilizados para verificar possivel risco a satde. Esta € a etapa inicial para a
série de estudos que devem ser realizados. Os testes de toxicidade aguda fornecem
informagdes preliminares sobre a natureza toxica de materiais 0s quais ndo se tem
nenhuma informacao ainda sobre a possivel toxicidade (Asare et al., 2011). Apesar da A.
edulis ser largamente utilizada pela populacdo de Dourados até o0 momento ndo foi descrito

na literatura estudos da toxicidade aguda desta espécie.
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Neste contexto de busca por agentes naturais para tratar as diversas patologias
humanas inclui-se a investigacdodo potencial antimicrobiano e antioxidante de Allophylus
edulis. Foi avaliada a toxicidade aguda desta espécie para garantir maior seguranca de seu
uso pela populacdo. O estudo de espécies brasileiras possibilita a valorizacao de nossa flora
ressaltando a necessidade de conservacdo destas espécies e consequentemente do

ecossistema no qual estdo inseridas.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antioxidante, antimicrobiano e a toxicidade aguda dos extratos
das folhas de Allophylus edulis (A. St.-Hil., A. Juss. Cambess&.) Hieron. ex. Niederl.

3.1 Objetivos especificos

Realizar a dosagem de polifendis e flavonoides totais e avaliar qualitativamente a

presenca de saponinas dos extratos EAAE e EEAE;

Avaliar o potencial antioxidante dos extratos EAAE e EEAE;

Verificar o efeito protetor do EEAE na peroxidacdo lipidica e na hemolise

induzida em eritrocitos;

Caracterizar a atividade antimicrobiana dos extratos EAAE e EEAE;

Caracterizar a toxicidade aguda do EEAE.
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5. ANEXOS

Planta medicinal

Moléculas ativas

Agdo farmacoldgica

Atropa belladonna L.
Brugmansiaaurea
Daturastramonium
Mandragoraofficinalis

Atropina

Dilatador da  pupila
ocular

Camelliasinensis (L.)
Coffeaarabica L.
Coffeacanephora

Coffealiberica

Cola acuminata

Cola anomalaK. Schum. W. Africa
llexguayusaloes.

llex paraguariensis A. St.-Hil.
llexvomitoriaAiton

Cafeina

Estimulante do Sistema
Nervoso Central

Papaversomniferum

Codeina

Analgésico

Ephedranevadensis
Ephedrasinica

Efedrina

Estimulante do SNC

Atropa belladonna L.
Brugmansiaaurea L.
Datura metal L.
Daturastramonium L.
Hyoscyamusniger L.
Mandragoraofficinalis L.

Escopolamina

Depressor e euférico do
SNC

Claviceps purplrea Ergotamina Alivio da enxaqueca

Ginkgobiloba L Ginkgolides, Melhora da memoria e
bilobalide concentragédo

Atropa belladonna L. Hiocinamina Depressor e euférico do

Hyoscyamusniger L. SNC

Mandragoraofficinalis L.

Papaversomniferum L. Morfina Analgésico

Amanita muscaria (L.) Muscimol Sedativo

Amanita muscaria (L.) Muscarina Disforia

Pilocarpus jaborandi Pilocarpina Agonista dos receptores

muscarinicos

Physostigmavenenosum Fisostignina Anticolinesterasico

Rauvolfa serpentina Reserpina Antipsicotico

Salix alba L. Europe Salicilin, Ac. | Analgésico

Spiraeaspp. Eurasia& NA Salicilico

Fonte: Adaptado de McClatchey et al., 2009.
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5.2 Anexo 2: Artigo cientifico

O artigo cientifico descrito neste item serd submetido a revista “Jornal de
etnofarmacologia” e as normas para submissdo neste periédico encontram-se disponiveis
no endereco eletronico:
http:/www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_home/506035/authorinstructions.

Escopo da revista: a revista de etnofarmacologia publica artigos originais de
descricdo e investigacdo experimental dos ativos bioldgicos de substancias vegetais e
animais utilizados na medicina tradicional das culturas passadas e presentes. Na revista
serdo publicados artigos interdisciplinares com uma abordagem etnofarmacoldgica,
etnoboténica ou etnoquimica no estudo de plantas medicinais. Relatdrios de estudos de
campo antropoldgicos e etnobotanicos estdo dentro do escopo da revista. Estudos
envolvendo mecanismos de acdo farmacoldgicos e toxicologicos terdo prioridade. Estudos
clinicos sobre a eficacia serdo aceitos se contribuirem para a compreensdo de problemas
etnofarmacoldgicos especificos. A revista aceita artigos de revisdo nas areas acima
mencionadas especialmente aqueles que destacam a natureza multidisciplinar da
etnofarmacologia. Artigos de opinido sdo aceitos apenas por convite.

Fator de impacto: 3,014 Thomson Reuters Journal Citation Reports 2012.

Qualis-Capes: Estrato B1 (area de avaliacdo Medicina I1).



